Efeitos da troca diária de diluente sobre a viabilidade da célula espermática ovina refrigerada a 5°C by Sandres, Jorge Edgardo Iscoa, 1990-
  
   
  
  
  
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ  
JORGE EDGARDO ISCOA  SANDRES   
  
  
  
  
  
  
  
  
EFEITOS DA TROCA  DIÁRIA DE DILUENTE  SOBRE A VIABILIDADE  DA CÉLULA  
ESPERMÁ TICA OVINA REFRIGERADA A 5°C   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
CURITIBA   
2019   
  
  
   
JORGE EDGARDO ISCOA SANDRES  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
EFEITOS DA TROCA DIÁRIA DE DILUENTE SOBRE A VIABILIDADE DA CÉLULA  
ESPERMÁTICA OVINA REFRIGERADA A 5°C.  
  
  
 
                                                      Dissertação apresentada como requisito parcial á                                            
                                                      Obtenção do grau de mestre em Ciências Veterinárias                                            
                                                      no Setor de ciências Agrarias, da Universidade Federal                                          
                                                      do Paraná.  
  
                                                   Orientador: Prof. Dr. Romildo Romualdo Weiss.  
                                                        
                                                            
  
  
 
 
 
    
  CURITIBA    
 2019  
  
   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
     
  
  
  
 
 
  
  
  
  
  
   
  
  
  
  
  
  
    
   
   
   
   
   
    
   
   
   
   
   
  
   
A meus pais, Jose Manuel e Ana Leticia, exemplos de 
dedicação, humildade e amor que são minha fortaleça.      
  
   
   
   
   
   
   
   
  
  
  
  
  
  
  
 AGRADECIMENTOS  
  
Á DEUS, por permitir chegar até aqui e colocar pessoas maravilhosas no meu 
caminho.  
Ao meus pais, Manuel (in memoriam) e Ana Leticia exemplo de caráter e 
dignidade, além de a confiança depositado em mim, pelo amor, educação e valores 
que me ensinaram. Á meu querido Irmão e melhor amigo José Manuel que, apesar da 
distância enfrentada durante estes anos de mestrado, jamais deixou de dar força e 
apoio sempre que precisei.  Amo muito vocês.  
A minha Avó Clara Maria Sandres, por ser parte de minha inspiração e por 
sempre acreditar em mim. Obrigado mãe.  
Ao Prof. Dr, Romildo Romualdo Weiss, pela orientação, ensinamentos, 
oportunidades profissionais concebidas, conselhos, conversas, paciência e até 
algumas discussões, inevitáveis com o convívio diário, mas que com toda certeza 
valeram para meu crescimento profissional e pessoal. Ficam aqui firmados minha 
grande admiração, respeito e gratidão.  
Ao Profa. Dra. Tacia Bergstein pela disposição em colaborar e ensinar, além de 
sempre me ajudar, tirando minhas dúvidas, e ajudando com o desenvolvimento do 
projeto. Também, agradeço por ter aberto a Central de Reprodução Álamos para a 
realização do trabalho.  
Ao Prof. Dr. Luiz Ernandes Kozicki pela colaboração científica.  
Ao Dr.a  Melina Andrea Bertol pela colaboração e ajuda científica.  
À Álamos Agronegócios, genética e Part LTDA, por fornecer suas instalações 
e os animais para o desenvolvimento deste projeto. Muito obrigado pela ajuda e 
colaboração.  
 As mestres, Ana Claudia Rangel de Abreu e Eduarda Busato, que com muita 
paciência me ensinaram a rotina do laboratório de reprodução animal, às vezes até 
deixando de fazer suas coisas para me ensinar. Foi com vocês que aprendi a maior 
parte das coisas aqui na UFPR. Serei eternamente grato por isso.  
A Caroline Bortoleto mais que amiga, uma irmã, e uma pessoa maravilhosa. 
Obrigado pela companhia nas aulas, pela ajuda no meu projeto, pelas conversas e pelos 
cafés da manhã divertidos. Você foi muito importante nessa caminhada.   
Aos amigos que encontrei em Curitiba, Ana Helen, Ansony Ronaldo, Julio, 
Henrrique, Barbara, Laiss, Fafa e muitos outros. Muito obrigado pelas amizade e 
conversas.  
 Aos Profa. Dra Julia Arantes Galvão, Prof.Dr. Fabiano Montiani, Prof.Dr. Rafael 
Viera e o Prof. Dr. Juan Carlos Duques, muito obrigado pela ajuda e ensinamentos 
nestes dois anos. Além de todos os professores do programa de Pôs Graduação em 
Ciências Veterinárias da UFPR.  
Aos profissionais do laboratório de patologia clínica da UFPR, que dedicaram 
parte do seu tempo para a realização de certas avaliações necessárias para o projeto. 
A CAPES pelo apoio financeiro na concessão da bolsa durante o mestrado.  
 Enfim, a todos que, direta ou indiretamente, contribuíram para a realização 
deste trabalho.  
  
  
  
  
  
  
  
   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
                                 “A inteligência e o caráter é o objetivo da verdadeira educação”.                    
                                                                                                         Martin Luther King Junior  
 RESUMO  
O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da troca diária do diluente no sêmen 
refrigerado ovino, avaliando sua ação na viabilidade dos espermatozoides. Para o 
estudo, formou-se um pool de sêmen com três ejaculados, de três carneiros da raça 
Dorper, após a avaliação subjetivas dos parâmetros espermáticos. O pool de sêmen 
foi diluído no meio Glicina-Gema-Leite (GGL), na proporção 1:4, para posterior 
fracionamento nos grupos controle (controle GGL), grupo TGG (teste GGL) e grupo 
TDD (pós-ressuspensão). Após a diluição, submeteu-se as amostras ao processo de 
refrigeração a 5°C, em Botutainer®. No intervalo de 24 horas, realizou-se a avaliação 
de uma alíquota de cada amostra por 5 dias, agrupando-as em 6 momentos (0h), (24h), 
(48h), (72h), (96h) e (120h). O processo de resssuspensão do pellet de 
espermatozoides em diluente fresco foi repetido diariamente até o grupo TG atingisse 
o mínimo de ≥ 30% de MP, mediante análises subjetivas no microscópio óptico. O 
grupo controle apresentou menor motilidade e vigor espermático, e seus SPZ 
obtiveram maior percentual de defeitos morfológicos que os SPZ dos grupos TG e 
TDD. Também, apresentou maior concentração da enzima AST, que foi correlacionada 
com o aumento do percentual de lesão de acrossomo nos SPZ, e do menor consumo 
de frutose durante o processo. A adição do diluente novo cada 24 horas apresentou 
efeito positivo sobre os SPZ, uma vez que o grupo TG preservou os parâmetros 
espermáticos por 120 horas. No quinto dia de avaliação, sua MP foi equivalente a 32%, 
vigor 3,20, 67,30% de SPZ com membrana íntegra e concentração de 184,3 x 106 de 
SPZ viáveis por mL antes da centrifugação. No grupo TDD, os valores apresentados 
foram de 37% de MP, vigor 4,40, 66% de SPZ com membrana íntegra e concentração 
de 175,8 x 106 de SPZ viáveis por mL, e um consumo de frutose 19,00 mg/ml. Este foi 
maior durante o tempo de avaliação do estudo demostrando um maior aproveitamento 
desse substrato pelos espermatozoides. Isso demonstrou que a troca diária de diluente 
foi eficiente para preservar a viabilidade espermática por um maior período de tempo.  
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 ABSTRACT  
The objective of this study was to evaluate the effects of daily diluent exchange on 
refrigerated sheep semen, evaluating its action on sperm viability for the study, a semen 
pool with three ejaculates of three Dorper rams was formed after the subjective 
evaluation of sperm parameters. The semen pool was diluted in Glycine-Milk-Yolk 
(GGL) medium, in a 1: 4 ratios, for subsequent fractionation in the control (GGL control), 
TGG (GGL test) and TDD (post-resuspension) groups. After dilution, the samples were 
subjected to refrigeration at 5°C in Botutainer®. Within 24 hours, an aliquot of each 
sample was evaluated for 5 days, grouping them into 6 moments (0h), (24h), (48h), 
(72h), (96h) and (120h). The process of resuspension of the sperm pellet in fresh diluent 
was repeated daily until the TG group reached a minimum of ≥ 30% of MP, by subjective 
analysis under the optical microscope. The control group had lower sperm motility and 
vigor, and their SPZ obtained a higher percentage of morphological defects than the 
SPZ of TG and TDD groups. Also, it presented higher concentration of AST enzyme, 
which was correlated with the increase in the percentage of acrosome lesion in the 
SPZ, and the lower consumption of fructose during the process. The addition of new 
diluent every 24 hours had a positive effect on SPZ, since TG group preserved sperm 
parameters for 120 hours. On the fifth day of evaluation, its MP was equivalent to 32%, 
vigor 3.20, 67.30% SPZ with intact membrane and concentration of 184.3 x 106 viable 
SPZ per mL before centrifugation. In the TDD group, the values presented were 37% 
MP, vigor 4.40, 66% intact membrane SPZ and 175.8 x 106 viable SPZ concentration 
per mL, and a fructose consumption 19.00 mg / ml. This was higher during the study 
evaluation time showing greater use of this substrate by sperm. This demonstrated that 
daily diluent exchange was efficient to preserve sperm viability for a longer period.  
  
Keywords: sheep, refrigeration, dilution, semen, durability  
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1  INTRODUÇÃO  
  
O Brasil situa-se entre os maiores produtores de ovinos no mundo (FAO, 2016). 
De acordo com IBGE (2015), estima-se que há no país 18,41 milhões de cabeças de 
ovinos. Sendo a região Nordeste a principal criadora da espécie, e o estado do Rio 
Grande do Sul o maior produtor de lã, com 91,9% da produção nacional.  
A ovinocultura é hoje uma das atividades agropecuárias de maior crescimento no 
país, devido ao aumento de consumo de produtos cárneos (FAO., 2016). Gerando 
aproximadamente 500 mil empregos (Piagentini et al., 2017).   
Porém, como o Brasil não consegue suprir a demanda nacional de carne ovina, 
tornou-se necessário o aumento da produção com investimentos nas áreas de 
biotecnologias da reprodução animal, restabelecendo o mérito genético da espécie 
ovina.  Podendo, assim, participar na comercialização de carne ovina com países mais 
desenvolvido do mundo (Aquino et al.,2016).  
A utilização das biotecnologias da reprodução é fundamental para o melhoramento 
genético do rebanho (Salomon & Maxwell, 2000; Barbas et al., 2013; Najafi et al., 2014; 
Abella, 2015; Ataman et al., 2014; Masoudi, 2016). Sendo que as técnicas mais 
empregadas atualmente são a inseminação artificial, transferência de embriões, 
criopreservação das células espermáticas, fertilização in vitro, sexagem de 
espermatozoides e clonagem (Foote,1999).   
A inseminação artificial é o instrumento de melhoramento genético mais utilizado 
no mundo (Najafi et al., 2014), sendo que os primeiros estudos para verificação de sua 
eficácia foram realizados em ovelhas no início do século XX por Elias Ivanov 
(Ivanoff,1922). Essa técnica possibilita a obtenção de um maior número de 
descendentes, acarretando melhores resultados econômicos aos produtores (Barbas 
et al., 2013). Sua eficácia foi comprovada com a utilização de sêmen fresco, 
criopreservado e refrigerado (Salomon e Maxwell, 2000).  
A conservação do sêmen é outra biotecnologia da reprodução que foi 
desenvolvida concomitantemente com a inseminação artificial (Foote, 1999). O 
armazenamento do sêmen pode ser realizado a médio ou longo prazo, mediante 
refrigeração ou criopreservação (Câmara e Guerra, 2011).  
 O sêmen refrigerado apresenta melhores resultados quanto a manutenção de sua 
fertilidade e, ainda há redução dos danos ocasionados aos espermatozoides, quando 
15  
  
comparado ao sêmen congelado, além de possuir custo mais baixo para a sua 
obtenção (López-Sáez et al., 2000).  
Para a refrigeração do sêmen, realiza-se o seu armazenamento a 5°C, que não 
inibe completamente o metabolismo espermático (Paulenz, 2002). À medida que 
aumenta o tempo de armazenamento nessa temperatura, a taxa de danos aos 
espermatozoides também se eleva, acarretando em diminuição da motilidade 
espermática e em perda de fertilidade no trato reprodutor da fêmea (Salomon e 
Maxwell, 2000; Mukherje, 2016).  Além do estresse térmico, os espermatozoides de 
ovinos possuem altas concentrações de fosfolípidos e ácidos graxos poli-insaturados 
em sua membrana plasmática (Câmara e Guerra, 2011), tornando-os susceptíveis ao 
estresse oxidativo e, consequentemente, a peroxidação lipídica (Maxwell e Watson, 
1996), diminuendo sua viabilidade.   
Entretanto, prologar a longevidade dos espermatozoides mediante refrigeração 
a 5°C é uma alternativa viável, sendo recomendável realizar a inseminação artificial 
em até 48 horas após sua coleta e diluição (O’hara et al., 2010; Bergsteing- Galan et 
al.,2016). Uma vez que a diminuição da qualidade do sêmen refrigerado ocorre a partir 
das primeiras 24 horas de armazenamento (Cardoso et al.,2010).   
Na tentativa de reduzir essas consequências, recomenda-se a centrifugação e a 
adição de novo extensor diariamente, para prolongar a capacidade fertilizadora dos 
espermatozoides (Foste et al., 2011).  A troca diária de diluente conserva a mobilidade 
dos espermatozoides por tempos prolongados, uma vez que o novo substrato 
fornecerá energia a células espermática e ajudará a manter sua fertilidade por um 
período prolongado (Verstegen et al.,2005).  
 Porém, quando se realiza a troca do diluente, é necessária que seja feita de 
maneira correta, visto que uma inadequada taxa de diluição impacta negativamente 
nos espermatozoides, ocasionando perda da integridade da membrana espermática, 
aglutinação de espermatozoides, capacitação e morte. Esse efeito é conhecido como 
“efeito diluição” (Maxwell e Johnson, 1999).   
Diversos autores recomendam uma diluição de 1:4, para a refrigeração d sêmen 
(Pickett et al., 1975; Gil et al.,1999; Love et al.,2012), para que seja possível o 
fornecimento de quantidades suficientes de substrato aos espermatozoides, 
reduzindo, assim, os efeitos deletérios do processo de refrigeração (Samper, 2009).  
16  
  
Estudos prévios realizando a troca diária de diluente no sêmen refrigerado equino 
demonstrou que é uma prática viável e confiável, e que pode prolongar sua utilização 
por até 96 horas, sem comprometer a capacidade fertilizadora do sêmen (Love et 
al.,2012). Sabendo-se da importância da utilização de diluentes quando se submete 
os espermatozoides ao processo de resfriamento, objetivou-se neste trabalho avaliar 
o prolongamento da longevidade do sêmen refrigerado ovino por meio da troca diária 
de diluente, avaliando seus parâmetros espermáticos.  
O presente trabalho foi desenvolvido conforme os propósitos estabelecidos e para 
efeitos didáticos será apresentada na forma de capítulos:   
  
- CAPÍTULO I: Revisão bibliográfica  
   
       -CAPÍTULO II: Avaliação dos parâmetros espermáticos in vitro por 5 dias 
mediante a centrifugação diária e ressuspensão de diluente fresco no sêmen ovino 
refrigerado a 5°c.  
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2  JUSTIFICATIVA  
  
A centrifugação e troca diária do diluente representa uma Importante ferramenta 
para prolongar a viabilidade espermática e aproveitar por mais tempo o material 
genético de animais geneticamente importantes.  
  
  
  
3  OBJETIVO GERAL  
  
? Avaliar os efeitos da troca diária de diluente de sêmen ovino refrigerado sobre 
a longevidade dos espermatozoides.  
  
3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
  
? Avaliar motilidade, morfologia espermática, concentração e integridade de 
membrana dos espermatozoides antes e após centrifugação e troca de meio 
diluidor;  
? Determinar o efeito da centrifugação na concentração, motilidade e morfologia 
dos espermatozoides;  
? Determinar o período máximo da viabilidade dos espermatozoides após troca 
e centrifugação diária do diluente no sêmen refrigerado a 5°C;                          
? Avaliar o consumo de frutose pelos espermatozoides;  
? Dosar as enzimas AST, ALT e LDH no sobrenadante  
? Determinar a perda espermática do sobrenadante na troca diária de diluente.  
  
  
18  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
CAPITULO I - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
  
REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
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4.1 Sêmen Refrigerado  
  
O sêmen refrigerado é tema de muitos estudos e vem sendo utilizado com 
frequência em ovinos (Ivanov, 1922; Maxwell e Watson, 2000), equinos (Love et al., 
2012), bovinos (Raseona et al., 2017), caninos (Verstegen et al., 2005) & (Farstad, 
1996) e caprinos (Seifi-Jamadi, 2016). Ainda, sua utilização também já foi descrita em 
dromedários (Wani et al., 2007), raposas (Farstad, 1996), bisões (Vilela, 2016) e 
cervos (Anel-Lopez, 2016) dentre outras espécies.  
O armazenamento do sêmen refrigerado de ovinos pode ser feito em temperaturas 
entre 0 e 5°C ou 10 e 15° C (Maxwel e Watson, 2000).  No entanto, o resfriamento a 
5 °C apresenta melhores resultados em termos de fertilidade e redução de danos aos 
espermatozoides (López-Sáez et al., 2000).  
Porém, quando as células espermáticas são armazenadas por períodos 
prolongados, sob temperaturas próximas a 0ºC, essas células sofrem alterações 
físico-químicas (Maxwell e Watson, 2000) ocasionadas pelo estresse térmico e pelo 
estresse oxidativo  produção de ROS e posterior peroxidação lipídica (Sati e Huszar, 
2015) -, que afetam sua motilidade e capacidade de fertilização (Maxwell e Watson 
2000). Entres os fatores que influenciam o armazenamento e transporte de sêmen 
refrigerado, ressaltam-se o número de espermatozoides viáveis por dose inseminante, 
a frequência de inseminação, o tipo de diluente utilizado com uso ou não de antibiótico 
e a fertilidade do macho e das fêmeas selecionadas para a reprodução (Brinsko et 
al.,2000).  
Para obter sucesso no armazenamento do sêmen ovino, por períodos curtos, 
médios e longos, o processo deverá ser capaz de reduzir a atividade metabólica das 
células espermáticas (Morton et al., 2009; Ataman et al., 2014; Allai, 2015).  
Desse modo, o resfriamento do sêmen a 5°C garante à redução na atividade 
metabólica das células espermáticas durante o processo tudo (Câmara e Guerra, 
2011). Ainda, não se submete os espermatozoides ao estrese do congelamento e 
descongelamento, garantindo, assim, uma maior viabilidade (Rather et al., 2016). É 
muito importante considerar a composição do meio extensor e a temperatura de 
armazenamento, para que se obtenha bons resultados na conservação do sêmen 
ovino (Câmara e Guerra,2011).  
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Entre as vantagens do processo de refrigeração do sêmen, a principal é redução 
dos danos produzidos pelo choque térmico, em comparação com os danos 
irreversíveis causados aos espermatozoides pela criopreservação (Salamon e 
Maxwell, 1995). Ainda, apresenta melhores resultados em relação a fertilidade, 
mesmo com um menor número de espermatozoides por dose inseminante (Yoshida, 
2000).  
Na inseminação artificial utilizando-se sêmen refrigerado, observa-se 
características favoráveis em relação ao congelado, como uma melhor qualidade do 
plasma seminal e menor em custos econômicos, sendo mais eficiente quando utilizado 
a curto prazo (England e Ponzio, 1996).  
Desse modo, é de grande importância o prolongamento da fertilidade dos 
espermatozoides durante os processos de refrigeração e congelamento, que 
contribuem para as outras técnicas de biotecnologias da reprodução animal e humana 
e, também, na conservação de espécies (Yoshida, 2000).  
alguns efeitos deletérios na célula espermática são causados pelas espécies  
reativas de oxigênio (ROS) ou radicais livres, que modificam as proteínas, o DNA, e 
os lipídios dos espermatozoides (Tortolero et al., 2005).Os radicais livres presentes 
nos espermatozoides de ruminantes incluem: peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion 
superóxido (O2), óxido nítrico e radical hidroxila (2OH) (Juyena e Stelletta, 2012).  
O primeiro parâmetro afetado no sêmen mediante estrese é a motilidade 
espermática, como resultado da peroxidação lipídica e do estresse oxidativo (Sati e 
Huszar, 2015). Os espermatozoides danificados e leucócitos são os principais 
responsáveis pelo acúmulo de ROS no sêmen (Maia e Bicudo, 2009).  
É de suma importância a regulação dos níveis de espécies reativas de oxigênio, 
já que estas desempenham diversas funções nos espermatozoides, como a 
capacitação espermática, reação acrossômica, ativação da motilidade espermática e 
estabilização da cápsula na mitocôndria da peça intermediária (Juyena e Stelletta,  
2012)  
  
4.2.  Diluente para sêmen ovino refrigerado  
  
O sêmen ovino in natura possui uma capacidade fertilizante ótima de 8 horas  
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(Morrier et al., 2002). Quando os espermatozoides deixam o epidídimo ocorre a 
interrupção da síntese lipídica e proteica na membrana plasmática, por isso os 
espermatozoides não sobrevivem por longos períodos (Barrios et al., 2000). Para 
ampliar a sobrevida dos espermatozoides, é necessária a adição de meios diluidores 
que sejam capazes de prolongar sua viabilidade (Versteguem et al., 2005). 
Fornecendo energia, e atuamdo como agentes tamponantes e protetores da 
membrana espermática (Azizunnesa, 2014; Versteguen et al., 2005).  
Um excelente diluente deve ser capaz de fornecer às células espermáticas o 
substrato necessário para a produção de energia, proteção contra as oscilações de 
temperatura, efeito tampão, amenização das mudanças de pH, manutenção da 
pressão osmótica, ação contra o crescimento bacteriano e incrementar o volume do 
ejaculado, para otimizar a capacidade reprodutiva do macho (Salomon e Maxwell, 
2000).  
Assim, a longevidade dos espermatozoides no sêmen refrigerado é influenciada 
pela composição do extensor, pela temperatura de armazenamento, pela curva da 
velocidade do resfriamento, pela exposição ao oxigênio, pela presença ou não de 
micro-organismos, pelos tipos de antibióticos utilizados no diluente e pela 
concentração do plasma seminal (Aurich, 2011).  
Existem muitos diluentes disponíveis no mercado utilizados para o resfriamento e 
congelamento do sêmen ovino, entre eles ressalta-se os extensores a base de 
glicinagema-leite (GGL) e glicina-gema (GG) (Gonzalez et al.,1999). A seleção correta 
do diluente torna-se indispensável para prevenir os danos ocasionados pelo processo 
de refrigeração (Aisen et al.,2000).  
A gema de ovo é muito utilizada como ingrediente dos meios diluidores, auxiliando 
na preservação das células espermáticas, tanto no sêmen refrigerado quanto no 
sêmen congelado (Manjunath et al.,2000). Esse ingrediente é necessário para o 
controle das injúrias ocasionadas pelo choque térmico (Bergsteing-Galan et al., 2016), 
através da redução da perda de enzimas do acrossomo (Maxwell & Watson, 2000) e, 
ainda, atua como tampão osmótico (Salomon e Maxwell, 1995; Lopes-Zaes et al., 
2000; Paulenz, 2002). Sua utilização no meio extensor já foi descrita em várias 
espécies, como bovinos, ovinos, caprinos e cervídeos (Rehman et al., 2014).  
A redução na quantidade utilizada de gema de ovo no meio GGL tem demostrado 
melhores resultados após os processos de refrigeração e congelamento do sêmen.  
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Segundo Rodello et al. (2011), a utilização de Glicina-Gema-Leite 5% (GGL5%) em 
sêmen ovino crioprerservado, fornecem resultados superiores aos diluído em 
GlicinaGema-Leite 20% (GGL20%).  
O meio Glicina-Gema-Leite com 5% de gema de ovo, com adição ou não de 
antioxidantes (50 μMol/100x106 espermatozóides de Trolox® e 50 μg/mL - 0,0935 
U/mL de Catalase) preserva a integridade do acrossomo por 24 horas durante o 
processo de resfriamento (Sakashita, 2011).  
Sousa (2002) em estudo realizado com ovinos, comparou o meio GGL e o meio 
Glicose Leite (GL). Foram obtidas diferenças significativas (p<0,05) na preservação 
da integridade de acrossomo após 24 horas de refrigeração com o GGL, devido a 
presença da gema de ovo no meio.  
Foi demonstrado também que o uso de gema de ovo purificada e de extrato de 
lipoproteínas de baixas densidades no meio extensor GGL, fornece uma efetividade 
de 48 horas, sem ocasionar injúrias aos espermatozoides (Barbosa et al., 2013).  
Ainda, Bergstein-Galan et al. (2016) demonstraram que o diluente GGL preservou o 
vigor espermático, a morfologia espermática e a integridade de membrana 
espermática por 48 horas.  
O meio GGL tem demostrado melhores resultados quando comparado com outros 
diluentes, como o meio tris-gema-glicerol. Monrreal et al. (2014) compararam o 
diluente GGL e o tris, sendo que o extensor tris apresentou maior perda de motilidade, 
e o GGL apresentou valores significativos de vigor espermático.  
Cunha & Lopez (2000) compararam dois meios a base de glicose e leite (G1) e 
glicina e gema (G2), com sêmen fresco de cães (G3). Foi demonstrado que a utilização 
dos diluentes melhoram a viabilidade dos espermatozoides por 72 horas, e ainda, 
produzem menores lesões de membrana espermática (20,75% G1, 22,5% G2 e 66,5% 
G3), quando comparados ao G3.  
Foi verificado também a eficácia do leite de cabra, acrescentado no meio GGL, 
demonstrando que o mesmo fornece resultados insatisfatórios após o 
descongelamento das amostras (Silva e Moreal, 2015), devido a desidratação 
excessiva ocasionada pelo desenvolvimento de um meio isotônico (Merymann et al.,  
1977).  
  
  
23  
  
4.3.  Efeitos da centrifugação e taxa de diluição  
  
A centrifugação das células espermáticas atua como uma alternativa para reduzir 
o volume e o número de espermatozoides utilizados por dose inseminante (Freitas, 
2014). Essa técnica é recomendada para que seja realizada a remoção do plasma 
seminal quando se deseja utilizar o ejaculado depois de 48 horas (Miro et al., 2009).  
Nas espécies domésticas, a retirada ou não do plasma seminal é um assunto 
extremamente delicado, uma vez que alguns estudiosos recomendam a retirada total 
do plasma seminal, e outros recomendam a retirada e posterior adição de 10% do 
plasma seminal durante o armazenamento após 24 horas (Love et al., 2012).  
A centrifugação acarreta numa melhora dos parâmetros de motilidade progressiva 
no sêmen equino quando diluído no meio INRA96® (Riccio et al.,2016). Porém, esse 
processo pode ocasionar danos aos espermatozoides, além de aumentar a perda do 
número de espermázoides (10 a 30%). Desse modo, deve-se considerar a força de 
centrifugação, temperatura, o diluente utilizado, e o volume do sobrenadante (Jasko 
et al., 1991; Riccio et al., 2016).  
Segundo Busato et al. (2017), a centrifugação do sêmen ovino a 2900 r.p.m não 
ocasionou dano significativo nas células espermáticas, e obteve-se uma perda 
espermática de 35,4 milhões/ml, através da adição da gema de ovo ao meio GGL. 
Estes achados são contraditórios para Pickett et al. (1975), que relataram que a gema 
de ovo adicionada foi prejudicial aos parâmetros de fertilidade do sêmen bovino e 
equino.  
A força de centrifugação e o período de tempo que as células espermáticas são 
submetidas podem afetar a integridade da membrana espermática. Foram testadas 
três forças de centrifugação (600 g, 800 g e 1000 g) e três tempos (3 min, 5 min e 10 
min) para avaliar seus efeitos sobre os espermatozoides de equinos, encontrando-se 
que a centrifugação com força de 600 g durante 10 minutos é a melhor opção, para se 
manter a viabilidade dos espermatozoides (Dell’’ aqua et al., 2001).  
Em cães, quando comparou-se diferentes forças de centrifugação (180 g, 720 g, 
1620 g, 2880g), a menor força de centrifugação apresentou maior perda de 
espermatozoides (8,9%, 2,3%, 0,4%, 0,006% respectivamente), recomendando o 
protocolo de 720 g por 5 min (Rijsselaere et al.,2002).  
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Em sêmen caprino, foi comparado duas forças de centrifugação no sêmen (600xg 
e 1200xg), e não se demonstrou efeitos deletérios na integridade estrutural dos 
espermatozoides. Isto pode ser explicado devido a uma quantidade considerável de 
lipídios na membrana dos espermatozoides dessa espécie (Crespilho et al.,2018).  
A velocidade da centrifugação também foi estudada, demonstrando-se que 
quando se utiliza diferentes gradientes de centrifugação no sêmen refrigerado equino, 
obtém-se uma perda espermática de 7,4% por dia. Conclui-se então que o aumento 
da velocidade na centrifugação reduz a perda espermática no sobrenadante 
(Hoogewijs et al., 2010).  
Shekarriz (1995) relata que a centrifugação do sêmen humano aumentou a 
produção de ROS, ocasionando diminuição da MP em função do tempo de 
armazenamento. Porém, em estudos recentes, descreveu-se que a centrifugação é 
benéfica para o prolongamento da sobrevida do sêmen refrigerado, devido a 
eliminação do plasma seminal, que se torna prejudicial para a célula espermática 
durante o armazenamento (Love et al.,2012).  
Foi observado em sêmen equino, que o grupo com adição de 10% de plasma 
seminal obteve maior integridade de membrana espermática (p<0,05) e melhor 
proteção de acrossomo (p<0,05), quando comparado ao grupo com adição de 50% de 
plasma seminal (Love et al., 2012).  
As taxas de diluição 1:4 e 1:8, independente do extensor utilizado na espécie 
equina, melhora os índices de motilidade espermática (Pickett et al.,1975). De acordo 
com Love et al. (2012), a diluição 1:4 ajudas a prolongar a utilização do sêmen equino 
por 96 horas, diferente de uma diluição maior que 1:9, que compromete o volume das 
doses inseminantes. Do mesmo modo, foi demonstrado que taxa de diluição 1:2 
aplicada em sêmen equino e bovino antes da centrifugação, não confere o efeito 
protetor esperado para os espermatozoides (Pickett et al., 1975).  
  
4.4.  Troca de diluente  
  
Na espécie ovina, o volume do ejaculado é relativamente pequeno e sua 
concentração espermática é alta, necessitando ser diluído para fracionar e armazenar 
o ejaculado (Maia et al., 2011).  
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A diluição do sêmen permite a amenização da presença de componentes 
tóxicos presentes no plasma seminal, o aumento da fertilidade devido aos nutrientes 
presentes no meio diluidor e a diminuição da contaminação bacteriana devido ao uso 
de antibióticos (Samper,2009).  
O armazenamento do sêmen refrigerado é considerado a melhor biotecnologia da 
reprodução em termos de fertilidade, quando utilizado a curto e médio prazo 
(Verstegen et al., 2005). Podé ser utilizado em até 48 horas para inseminação artificial, 
sem o comprometimento dos índices de fertilidade (Bergstein-Galan et al.,2016).  
O declínio da qualidade espermática e fertilidade ocorre por diversos fatores que 
ainda não estão bem esclarecidos, sendo que os principais fatores mencionados para 
sua ocorrência são a redução da disponibilidade de substrato, o acúmulo de 
metabólitos durante o armazenamento e as alterações de pH e osmolaridade 
(Verstegen et al., 2005; Love et al.,2012). Ainda, alguns autores relatam a influência 
da presença de plasma seminal durante o armazenamento do sêmen fresco e 
refrigerado (Love et al., 2005; Love et al., 2010).  
Segundo Cordova-Izquirdo et al. (2008), o armazenamento do sêmen refrigerado 
também pode acelerar o processo de maturação das membranas espermáticas, 
levando a um aumento considerável de espermatozoides capacitados com uma 
reação acrossômica positiva (Salomon e Maxwell, 2000; O’hara et al., 2010).  
Para que se obtenha a manutenção da viabilidade dos espermatozoides, é 
necessário um ambiente iônico adequado (Nishigaki et al.,2014). Verstegen et al. 
(2005) mencionam que o declino dos parâmetros espermáticos ocorre por que o meio 
torna-se inapropriado em períodos prolongados de refrigeração. Desse modo, alguns 
autores recomendam a centrifugação e a ressuspensão diária do extensor para 
prolongar a longevidade dos espermatozoides, obtendo-se uma expansão do seu uso 
por até 96 horas em equinos (Love et al.,2012), e até 11 dias em caninos, sem 
comprometer a qualidade e fertilidade do sêmen (Verstegen et al., 2005).  
A longevidade dos espermatozoides diluídos está correlacionada com a 
concentração espermática, uma vez que um sêmen altamente concentrado precisa de 
uma taxa de diluição maior. Ao agregar suficiente quantidade de extensor a uma 
amostra de sêmen altamente concentrada, ocorre a redução dos efeitos prejudiciais 
do plasma seminal, além de moderar a produção de metabólitos liberados pela 
atividade dos espermatozoides metabolicamente ativos (Samper, 2009).  
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Os fatores pelos quais a troca de diluente torna-se benéfica para os 
espermatozoides deve-se a adição de açúcar, gema de ovo fresca e a eliminação do 
substrato velho, além dos produtos degradados pelos espermatozoides (Verstegen et 
al., 2005). As lipoproteínas de baixa densidade (LBD), presentes na gema de ovo 
ajudam a conservar a integridade do acrossomo e a motilidade dos espermatozoides 
(Salamon e Maxwell, 2000; Lopez-Záes et al., 2000; Paulenz, 2000).  
Busato et al. (2017) demonstrou que a troca diária e ressuspensão de novo diluente 
por 120 horas acarretou numa melhora dos índices de motilidade progressiva, 
motilidade total e o vigor espermático, quando comparado ao grupo controle, no 
sêmen ovino refrigerado. Esses resultados corroboraram com os encontrados por 
Quinn et al. (1980), que ao adicionar fosfolípidos ao sêmen bovino, conferiu uma 
proteção aos espermatozoides.  
Com a centrifugação e ressuspensão de novo diluente, prolonga-se a integridade 
de DNA por 4 dias em sêmen de equinos, além de preservar a motilidade espermática 
(Love et al.,2012). A PM reduz cerca de 30% durante o período de 0 a 72 h de 
armazenamento, quando não é realizada a centrifugação e a troca de meio do sêmen. 
Já no sêmen que se realiza a centrifugado e ressuspensão em diluente fresco, ocorre 
redução de somente 18% da PM, durante o mesmo período (Riccio et al., 2016).  
Kiser et al. (2014), obtiveram também melhores valores de TM e VCL após a 
centrifugação e ressuspensão do sêmen fresco por 96 horas. Na espécie canina a 
centrifugação e ressuspensão de diluente fresco preservou a integridade do 
acrossomo por 72 horas, encontrando-se valores de 5% (Rijsselaere et al., 2002).  
Em jumentos, foi reportado que a centrifugação e as taxas de diluições maiores 
com a remoção total do plasma seminal conservaram por período maior a viabilidade 
dos espermatozoides (Miro et al.,2009). Porém, a centrifugação e ressuspensão de 
novo diluente com 0% e 5% de plasma seminal durante 72 horas de armazenamento, 
acarretou numa motilidade espermática melhor (59,53% e 62,81%, respectivamente), 
quando comparado ao grupo controle (57,81%), na raça árabe equina (El-Badry et al., 
2013).  
Em contrapartida, num estudo realizado com suínos selvagens, foi relatado que 
após a centrifugação e troca diária de diluente, os danos ocasionados aos 
espermatozoides foram maiores que no grupo controle, e os parâmetros espermáticos  
(PM, VSL, VAP, VCL e BCF) foram melhores no grupo controle (Bury et al., 2017).  
27  
  
  
4.5.  Fatores bioquímicos no armazenamento de sêmen  
  
A diversidade de enzimas presentes no plasma seminal e nas células 
espermáticas do sêmen de animais domésticos, são bons indicadores da 
funcionalidade e fertilidade dos espermatozoides (Katila, 2001). Quando o sêmen é 
submetido ao armazenamento prolongado durante o processo de refrigeração, ocorre 
um aumento da porcentagem de danos à membrana espermática, o que leva à perda 
da função metabólica e enzimática dessas células (Bansal e Bilaspuri., 2011).  
O armazenamento do sêmen induz a uma desestabilização das células 
espermáticas, devido a reorganização dos lipídeos na membrana, o que acarreta em 
alterações estruturais nas enzimas (Petrunkina et al., 2007).  
  
4.5.1. Enzima Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase 
(ALT)  
  
As transaminases AST/ALT são utilizadas como indicadores da estabilidade da 
membrana espermática. Existe uma correlação entre o aumento de espermatozoides 
anormais e dessas enzimas (Gündogan., 2006). Sabe-se que a enzima AST é 
essencial para os processos metabólicos do espermatozoide, promovendo energia 
para sua sobrevivência, motilidade e posterior capacidade de fertilização (Tuerner et 
al.,2003).  
Quando é observado um aumento na concentração das enzimas AST e ALT, 
pode-se correlacionar com o aumento de injúrias causadas aos acrossomo dos 
espermatozoides (Tejaswi et al.,2016). Ainda, a motilidade espermática decai à 
medida que estas enzimas aumentam no diluente (Azawi et al.,1990).  
  
4.5.2. Enzima Lactato Desidrogenase LDH  
  
Para que ocorra a movimentação espermática, é necessário a presença de 
energia, que é obtida a partir do trifosfato de adenosina (ATP). A presença desse 
nucleotídeo é fundamental para que seja possível manter uma alta taxa energética por 
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tempos prolongados, induzindo a capacitação e hiperatividade da célula espermática 
(Peña et al.,2009).  
A primeira enzima glicolítica descoberta em células espermáticas foi a Lactato 
Desidrogenase (LDH) (Adeva et al.,2013). Essa enzima é encontrada no citosol e na 
mitocôndria da célula espermática (Burgos et al., 1995; Juyena e Stelletta, 2012). 
Possui como principal função a metabolização da conversão de piruvato em lactato, 
mediante a oxidação ou redução simultânea de NADH a NAD+, componentes 
fundamentais para a produção contínua de ATP, mediante via glicolítica (Goldberg et 
al., 2010; Wang et al., 2013).  
A Lactato Desidrogenase possui cinco isoenzimas, cada uma com quatro 
subunidades (González & Silva, 2017).  A LDH-C é uma isoenzima específica 
composta por quatro subunidades C (C4), sendo encontrada nos testículos de 
humanos e animais domésticos (Adeva et al.,2013).  
Muradas et al. (2013) mencionam que a LDH está altamente correlacionada 
com a motilidade espermática e com o número de espermatozoides vivos. Em estudo 
realizado por Pesch et al. (2006), observou-se uma correlação positiva entre o número 
de células espermáticas vivas com a motilidade progressiva e as concentrações de 
LDH. Conclui-se que a presença de LDH intracelular garante metabolismo 
espermático (Paoli et al.,2011).  
  
4.5.3. Frutose  
  
A frutose é um carboidrato simples, que está presente no sêmen dos animais 
domésticos. Além desse açúcar, os espermatozoides de ovinos também conseguem 
assimilar outros açúcares, quando estes são adicionados em diluentes, como a glicose 
e a manose (Salomon e Maxwell, 2000). No entanto, a frutose é o substrato 
primeiramente metabolizado na glicólise do plasma seminal de ovinos (Purdy et al., 
2000).  
Na ausência de oxigênio, a frutólise anaeróbia permite a sobrevivência das 
células espermáticas e, consequentemente, o aumento de sua longevidade (Mann & 
Lutwak-mann, 1948). Este monossacarídeo é produzido especificamente nas 
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vesículas seminais dos bovinos, ovinos e suínos selvagens (Mann & Lutwak-mann, 
1948; Mann, 1981).  
O plasma seminal contém uma série de substratos disponíveis (Juyena & 
Stelletta., 2012). Quando agregasse mais frutose aos espermatozoides armazenados, 
provoca-se um aumento na oxigenação como consequência do esgotamento de 
substrato consumido por essas células, ocasionado por um aumento na taxa 
fermentável da frutose (Mann., 1983). O espermatozoide de ovinos metaboliza em 
média uma taxa de 1,5 a 2 mgmg frutose /109 S por hora a 37° C, conhecido como 
índice de frutólise (Mann 1983; Cannas, 1986).  
Flores et al. (2010) recomendaram a utilização de frutose e glicose como 
substratos energéticos, com o intuito de aumentar a motilidade espermática durante o 
armazenamento de sêmen refrigerado. Ainda nesse estudo, foi mencionado alguns 
açúcares que podem atuar como agentes protetores da membrana espermática como 
a trealose.De acordo com Yildiz et al. (2000), os açucares também ajudam na 
regulação da pressão osmótica e proteção da membrana das células espermáticas 
contra o choque térmico. Dentre estes, a lactose e a sacarose destacam-se como os 
mais estudados contra os danos na membrana espermática durante o armazenamento 
do sêmen refrigerado (Salomon & Maxwell, 2000).  
Quando ocorre um aumento no consumo de frutose pelos espermatozoides, o 
consumo de Ca+2 aumenta simultaneamente (Barnabe et al.,1993). Abdel-Rahman et 
al. (2000) determinaram um efeito positivo entre o número de células espermáticas 
vivas e os níveis altos de Ca+2 e K+, sugerindo que estes minerais auxiliam em uma 
maior permeabilidade dos espermatozoides.   
A glicose pode ser metabolizada ou transformada para produzir frutose, e ser 
utilizada especificamente pelos espermatozoides para sua movimentação. Esta via 
metabólica é exclusiva para os espermatozoides como mecanismo de reserva, 
evitando que outras células utilizem este substrato energético (González e Silva, 
2017). Os espermatozoides ovinos também podem utilizar o sorbitol como fonte de 
substrato para produzir frutose através da enzima sorbitol desidrogenase (Juyena e  
Stelletta, 2012).  
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CAPITULO II AVALIAÇÃO DE ALGUNS PARÁMETROS ESPERMATICOS POR 5 
DIAS MEDIANTE A CENTRIFUGAÇÃO E RESSUSPENSÃO DIÁRIA DE 
DILUENTE NO SEMÊN OVINO REFRIGERADO A 5°C.  
  
EVALUATION OF SOME SPERMATIC PARAMETERS FOR 5  
DAYS THROUGH DAILY CENTRIFUGATION AND RESUSPENSION OF  
DILUENT IN SPERM SHEEP REFRIGERATED AT 5 ° C  
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RESUMO  
O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da troca diária do diluente no sêmen 
refrigerado ovino, avaliando sua ação na viabilidade dos espermatozoides. Para o 
estudo, formou-se um pool de sêmen com três ejaculados, de três carneiros da raça 
Dorper, após a avaliação subjetivas dos parâmetros espermáticos. O pool de sêmen 
foi diluído no meio Glicina-Gema-Leite (GGL), na proporção 1:4, para posterior 
fracionamento nos grupos controle (controle GGL), grupo TGG (teste GGL) e grupo 
TDD (pós-ressuspensão). Após a diluição, submeteu-se as amostras ao processo de 
refrigeração a 5°C, em Botutainer®. No intervalo de 24 horas, realizou-se a avaliação 
de uma alíquota de cada amostra por 5 dias, agrupando-as em 6 momentos (0h), (24h), 
(48h), (72h), (96h) e (120h). O processo de resssuspensão do pellet de 
espermatozoides em diluente fresco foi repetido diariamente até o grupo TG atingisse 
o mínimo de ≥ 30% de MP, mediante análises subjetivas no microscópio óptico. O 
grupo controle apresentou menor motilidade e vigor espermático, e seus SPZ 
obtiveram maior percentual de defeitos morfológicos que os SPZ dos grupos TG e TDD. 
Também, apresentou maior concentração da enzima AST, que foi correlacionada com 
o aumento do percentual de lesão de acrossomo nos SPZ, e do menor consumo de 
frutose durante o processo. A adição do diluente novo cada 24 horas apresentou efeito 
positivo sobre os SPZ, uma vez que o grupo TG preservou os parâmetros espermáticos 
por 120 horas. No quinto dia de avaliação, sua MP foi equivalente a 32%, vigor 3,20, 
67,30% de SPZ com membrana íntegra e concentração de 184,3 x 106 de SPZ viáveis 
por mL antes da centrifugação. No grupo TDD, os valores apresentados foram de 37% 
de MP, vigor 4,40, 66% de SPZ com membrana íntegra e concentração de 175,8 x 106 
de SPZ viáveis por mL, e um consumo de frutose 19,00 mg/ml. Este foi maior durante 
o tempo de avaliação do estudo demostrando um maior aproveitamento desse 
substrato pelos espermatozoides. Isso demonstrou que a troca diária de diluente foi 
eficiente para preservar a viabilidade espermática por um maior período de tempo.  
  
Palavras chaves: ovinos, refrigeração, diluição, sêmen, durabilidade.   
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ABSTRACT  
  
The objective of this study was to evaluate the effects of daily diluent exchange on 
refrigerated sheep semen, evaluating its action on sperm viability for the study, a 
semen pool with three ejaculates of three Dorper rams was formed after the subjective 
evaluation of sperm parameters. The semen pool was diluted in Glycine-Milk-Yolk 
(GGL) medium, in a 1: 4 ratios, for subsequent fractionation in the control (GGL 
control), TGG (GGL test) and TDD (post-resuspension) groups. After dilution, the 
samples were subjected to refrigeration at 5°C in Botutainer®. Within 24 hours, an 
aliquot of each sample was evaluated for 5 days, grouping them into 6 moments (0h), 
(24h), (48h), (72h), (96h) and (120h). The process of resuspension of the sperm pellet 
in fresh diluent was repeated daily until the TG group reached a minimum of ≥ 30% of 
MP, by subjective analysis under the optical microscope. The control group had lower 
sperm motility and vigor, and their SPZ obtained a higher percentage of morphological 
defects than the SPZ of TG and TDD groups. Also, it presented higher concentration 
of AST enzyme, which was correlated with the increase in the percentage of acrosome 
lesion in the SPZ, and the lower consumption of fructose during the process. The 
addition of new diluent every 24 hours had a positive effect on SPZ, since TG group 
preserved sperm parameters for 120 hours. On the fifth day of evaluation, its MP was 
equivalent to 32%, vigor 3.20, 67.30% SPZ with intact membrane and concentration of 
184.3 x 106 viable SPZ per mL before centrifugation. In the TDD group, the values 
presented were 37% MP, vigor 4.40, 66% intact membrane SPZ and 175.8 x 106 viable 
SPZ concentration per mL, and a fructose consumption 19.00 mg / ml. This was higher 
during the study evaluation time showing greater use of this substrate by sperm. This 
demonstrated that daily diluent exchange was efficient to preserve sperm viability for 
a longer period.  
  
Keywords: sheep, refrigeration, dilution, semen pool, durability.  
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 6.1.  INTRODUÇÃO  
  
O uso de biotecnologias da reprodução é fundamental para o melhoramento 
genético no mundo (Salomon & Maxwell, 2000; Barbas et al., 2013; Najafi et al., 2014; 
Ataman et al., 2014; Abella et al., 2015; Masoudi et al, 2016). Desde que Elias Ivanov 
inseminou as primeiras ovelhas no início do século XX, esforços tem sido desenvolvido 
para potencializar esta biotecnologia e melhorar o mérito genético na espécie ovina 
(Ivanoff,1922).    
Isso pode ser alcançado mediante o emprego do sêmen in natura ou 
refrigerado, devido a sua alta fertilidade e baixos custos (Schindler e Amir, 1960). 
Porém, seu uso é limitado já que os parâmetros espermáticos diminuem 
gradativamente após a coleta, fracionamento e armazenamento (Nishikawa,1959).   
O declino da qualidade e fertilidade ocorre por diversos fatores que ainda não 
estão bem esclarecidos, porém acredita-se que a redução do substrato, o acúmulo de 
metabólitos durante o armazenamento, as alterações de pH e a osmolaridade sejam 
fortes indicadores para a ocorrências desses acontecimentos (Verstegen et al., 2005; 
Love et al.,2012). Alguns autores mencionam que a concentração e a fonte do plasma 
seminal são prejudiciais para o armazenamento do sêmen fresco e refrigerado (Love 
et al., 2005; Love et al., 2010).   
Essa técnica  já foi descrita em equinos (Torres-Bogino et al.,1994; Love et 
al.,2012; El-Badry et al., 2013; Kisser et al., 2014; Riccio et al.,2016), burros (Miró et 
al.,2009), caninos (Rijsselaere et al., 2002; Verstegen et al., 2005), bovinos (Pickett et 
al.,1975), ovinos (Chandler e Amir 1961) e suínos selvagens (Bury et al., 2017).  
A diminuição dos parâmetros espermáticos pode ser convertida quando se 
adiciona um novo extensor fresco (Schindler e Amir, 1960). O novo proporciona uma 
quantidade nova de açúcar, gema de ovo fresca e a eliminação do substrato velho, 
além de produtos degradados pelos espermatozoides (Verstegen et al., 2005).  
Quanto maior o tempo de preservação do sêmen refrigerado, maior é o acúmulo 
de metabólitos, e menor a disponibilidade de nutrientes no meio (Busato et al.,2017). 
As taxas de diluição 1:4 e 1:8, independentemente do extensor utilizado, melhoram os 
índices de motilidade espermática (Pickett et al.,1975). Uma taxa maior de diluição 
ajuda no aperfeiçoamento dos parâmetros espermáticos durante a reposição do 
diluente fresco (Schindler e Amir,1960).   
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Nossa hipótese principal é que o sêmen ovino refrigerado a 5 °C mediante a 
centrifugação e ressuspensão do diluente Glicina Gema   de ovo leite durante cada 24 
horas conferira um aumento na longevidade dos espermatozoides logrando 
armazenar por mais tempo sua viabilidade.  
O presente estudo teve como objetivo verificar os efeitos da troca diária de 
diluente em sêmen ovino refrigerado a 5°C sobre a longevidade dos espermatozoides 
durante o período de 24, 48, 72, 96 e 120 horas, para isso avaliou-se subjetivamente 
a motilidade total e progressiva, vigor, morfologia e concentração espermática, além 
da verificação da integridade de membrana plasmática, antes e após centrifugação e 
troca de meio diluidor.   
Ainda, objetivou-se determinar o período máximo da viabilidade dos 
espermatozoides após troca e centrifugação diária do diluente no sêmen refrigerado a 
5°C, através da verificação do consumo de frutose pelos espermatozoides, da 
dosagem das principais enzimas (AST, ALT e LDH) no sobrenadante, e também se 
estipulou a perda espermática do sobrenadante na troca diária de diluente.  
  
6.2 MATERIAL E MÉTODOS  
  
6.2.1 Local e animais  
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais do Setor de 
Ciências Agrárias da Universidade Federal do Paraná, protocolo número 079/2017.   
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Reprodução Animal do Hospital 
Veterinário da Universidade Federal do Paraná, em Curitiba-PR.  
Foram utilizados três carneiros da raça Dorper, com idade entre 12-24 meses, 
e com uma média de peso de 50 kg, pertencentes à Central Álamos de Genética, 
localizada no município de Palmeira, no estado do Paraná, Brasil (Latitude; 
25°46’3645” sul, longitude; -49°72’8794 e altitude de 870 m), entre os meses de 
fevereiro a agosto de 2018. Os animais permaneciam em sistema semi-intensivo, com 
acesso à pastagem de campo nativo durante o dia e confinados no período da noite. 
Recebiam suplementação alimentar com milho e farelo de soja. O fornecimento de 
água e minerais foi ad libitum.  
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6.2.2 Coleta do sêmen   
  
Inicialmente se realizaram duas coletas, com intervalo de três dias para 
selecionar os carneiros e estabilizar os parâmetros espermáticos, já que alguns 
reprodutores se encontravam em repouso sexual. Após sete dias, ocorreu a 
normalização dos parâmetros espermáticos, e os animais passaram a ser coletados 
semanalmente.  
Cada animal foi submetido a cinco coletas de sêmen, com intervalos de uma 
semana entre coletas, no período de fevereiro a agosto. O método de coleta utilizado 
foi com vagina artificial (AV) para ovino, com uma fêmea contida como manequim para 
monta.  A AV encontrava-se termo regulada em 40-43°C, acoplada a um com copo 
coletor graduado aquecidos e protegidos da luz solar. Todos os animais eram 
condicionados a esse sistema de coleta de sêmen.  
     
  
 
FIGURA 1.  Coleta de sêmen por vagina artificial em carneiro da raça Dorper ; B, Coleta de sêmen 
por vagina artificial em carneiro da raça White Dorper.   
6.2.3 Análise do sêmen  
   
Os ejaculados selecionados apresentaram as características macroscópicas e 
microscópicas, dentro dos padrões de normalidade para a espécie, segundo CBRA 
(2013). O volume foi determinado por meio de tubo graduado em mlilitors (mL) utilizado 
no momento da coleta.   
Foram aproveitados somente os ejaculados que possuíam no mínimo volume 
de 0,7 ml, movimento em massa 2 (escala 1-3), 80% de motilidade progressiva, vigor 
3 em escala de (0-5) e 80% de espermatozoides normais. Ver (Anexo4). 
    
A B  
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Toda as avaliações subjetivas foram avaliadas por mesmo técnico, e as 
amostras foram mantidas em banho marias a 37°C para avaliação microscópica. O 
primer parâmetro analisado foi o turbilonamento dos espermatozoides, avaliado por 
microscopia ótica (Coleman, N 107, Brasil) com aumento de 40x, colocando-se uma 
gota de sêmen in natura sobre uma lâmina previamente aquecida. O movimento foi 
classificado entre 1-5.   
A motilidade espermática e o vigor   foram determinados, mediante uma diluição 
de 10μL de sêmen em 500μL de DMPBS (Dulbecco modificado Phosphate buffered 
saline - Nutricell Nutrientes Celulares LTDA, Campinas, Brasil). Após diluição, uma 
gota foi colocada sobre uma lâmina e recoberta por uma lamínula previamente 
aquecidas a 35°C. O exame foi avaliado objetivamente por um mesmo técnico para 
evitar variação nas avaliações, os ejaculados foram alocados em banho-maria a 37 °C 
para posterior avaliação microscópica.  
Para motilidade, atribuiu-se uma escala de 0% (ausência de espermatozoides 
com movimentos) a 100% (todos os espermatozoides com movimentos retilíneo 
progressivo) e para o  vigor espermático, uma escala de 0 ( ausência de movimento 
progressivo dos espermatozoides) a 5 (espermatozoides com movimento rápidos e 
vigorosos) mediante a análise subjetiva no microscópio de no  menos cinco campos 
calculando-se a média.   
A concentração espermática foi determinada em câmara de Neubauer ná 
diluição 1:400 (sêmen: solução de formol-salino tamponado (Anexo 3)). O resultado 
foi expressado em número de células espermáticas / por cm3 
 Para avaliação das características morfológicas, uma alíquota da amostra foi 
destinada à diluição com DMPBS na concentração de 1:50, com o objetivo de avaliar 
patologias espermáticas, com o método descrito por Cerovsky (1976).realizou-se a  
contagem diferencial de 200 células em lâmina  preparada com esfregaço do sêmen 
diluído na proporção 20 μL de sêmen diluído em1 mL DMPBS e mergulhados em 
vermelho congo durante 90 segundos e violeta genciana 20 segundos.   
O teste hiposmótico (HOST), foi realizado segundo a técnica descrita por 
(Hishinuma e Sekine, 2004). Obteve-se uma amostra de 10μL do sêmen diluído, 
depositada em 50μL de água aquecida a 37°C. Após 60 minutos de incubação em 
banho-maria a 37°C, uma alíquota de 10μL dessa suspensão foi depositada entre 
lâmina e lamínula, para posterior avaliação em microscópio de contraste de fase com 
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aumento de 400x.  Realizou-se a contagem diferencial de 200 espermatozoides, com 
objetiva de imersão (CBRA, 2013).  
 Os espermatozoides foram considerados com integridade estrutural funcional 
da membrana espermática quando foi observado edema, reconhecido através do 
enrolamento da cauda dos espermatozoides. Os resultados foram expressos em 
porcentagem.    
O Total de espermatozoides viáveis no ejaculado foi obtido após a verificação 
de concentração espermática em câmara de Neubauer (Anexo 3).  Multiplicando-se 
esse valor com o volume total da amostra e o valor da motilidade progressiva. O 
resultado foi expresso em espermatozoides viáveis por mL.  
  
6.2.4 Diluição do sêmen   
  
O estudo foi realizado com cinco repetições, totalizando-se 15 ejaculados, 
pertencentes a três carneiros.  Os ejaculados selecionados foram misturados para a 
formação de um pool de sêmen com o objetivo de minimizar a variação individual de 
cada carneiro. As avaliações dos pools consistiam em aspectos macroscópicos 
(volume, coloração, aspecto) e microscópicos como motilidades total (MT), motilidade 
progressiva (MP), vigor, concentração, morfologia espermática e teste hiposmótico 
(HOST), já descritas anteriormente.  
O pool de sêmen foi diluído com Glicina-Gema-Leite (GGL) (figura 2), acrescido 
de 5% de gema de ovo (Rodello et al.,2011), na proporção 1:4 (figura 2), e avaliado 
quanto aos mesmos parâmetros explicados anteriormente. O sêmen foi fracionado em 
dois grupos, sendo eles: grupo controle (controle GGL) o grupo TGG (teste GGL).  Em 
seguida as amostras foram armazenadas a 5 °C em Botutainer® e a cada 24 horas 
foram homogeneizadas e avaliadas.  Após a ressuspensão foi realizada uma avaliação 
dos parâmetros espermáticos do grupo TGG, surgindo um terceiro grupo tratamento 
após a ressuspensão imediata do diluente, nomeado grupo (TDD) (Anexo 4). 
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FIGURA 2- A, Diluemte Glicina Gema Leite; B, Adição de diluente GGL na proporção 1:4 ao sêmen   
O grupo TGG foi centrifugado durante 10 minutos a 2900 r.p.m, e o 
sobrenadante foi transferido para tubos ependorff com capacidade de 1 mL. Esse 
material foi armazenado em freezer para posterior determinação da frutose e das 
enzimas LDH, AST e ALT. O pellet de espermatozoides foi ressuspendido em diluente 
fresco, e realizou-se nova avaliação logo após esse procedimento.  
Este processo foi repetido diariamente até que os espermatozoides do grupo 
TGG atingissem 30% de motilidade progressiva, já que este é a porcentual mínimo 
para que os espermatozoides refrigerados possam ser empregados na inseminação 
artificial na espécie ovina.   
  
6.2.5 Determinação de enzimas  
As amostras do sobrenadante se descongelaram a temperatura ambiente e 
centrifugadas a 3000 r.p.m durante 3 minutos.  Após isso, foram mantidas a 35ºC em 
banho maria para posterior análise. 
       
A  B  
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Esse sobrenadante foi analisado em triplicata para a retirada da média de cada 
amostra com auxílio do semiautomático analisador Química BS-200 (Mindray Medical 
International, Shenzhen, China) utilizando kits de reagentes da Bioclin (Quibasa Basic 
Chemical Ltda, Belo Horizonte, Brasil). Os reagentes foram empregados para 
determinar as seguintes enzimas aspartato amino transferase (AST), alanina amino 
transferase (ALT) e Lactato Desidrogenase (LDH), baseando-se nos trabalhos de Tietz 
(1986), Bergmeyer et al. (1985) e Tietz (1986), respectivamente.  
  
6.2.6 Determinação de Frutose  
As dosagens de açúcares foram procedidas no Laboratório de Bioquímica da 
Universidade Federal de Paraná- UFPR. Para a determinação da concentração de 
açúcares redutores presentadas nas amostras utilizou-se o teste colorimétrico com o 
ácido 3-5 dinitrosa-licílico (DNS), segundo técnica de Miller (1959). Adotou-se como 
solução padrão a frutose e a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 540nm, 
também gerando a média dos valores da triplicata.   
  
6.2.7 Análise estatística   
Com os dados obtidos no experimento, procedeu-se a análise descritiva dos 
mesmos, com estimativa de frequência das variáveis qualitativas, média e desvio 
padrão das variáveis quantitativas. Posteriormente, as variáveis foram testadas quanto 
à distribuição normal com o teste Shapiro-Wilk.   
As variáveis HOST, perda de espermatozoides e frutose apresentaram distribuição 
normal, sendo e as diferenças entre grupos, os tempos e as coletas foram verificados 
com análises de variância (ANOVA).  
As variáveis AST, ALT, LDH, MT, MP, vigor, lesões de acrossomo e 
espermatozoides viáveis não apresentaram distribuição normal, sendo necessário 
avaliar as diferenças entre os grupos e os tempos com a prova de Kruskall-Wallys, e 
as diferenças entre as coletas com o teste de Friedman. Para todas as análises, 
utilizou-se o nível de significância (p<0,05). Para a execução da estatística descritiva 
e inferencial utilizou-se o software SPSS 20.0.  
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6.3 RESULTADOS  
  
Os parâmetros do sêmen fresco, em todas as coletas realizadas, estavam dentro 
dos valores normais estabelecido para a espécie (Maia et al.,2011).   
Foi observado que as MT e MP foram inferiores (p<0,05) no GC em cada período 
de tempo analisados, quando comparados aos grupos tratamentos. Em 120 horas de 
refrigeração foi observada uma perda de MT e MP significativa no GC (p>0,05), 
apresentado 70% e 65% de perda.  
Foi observado que a MP no grupo TDD foi significativamente superior quando 
comparado ao GC, em todos os períodos de tempos analisados (p<0,05). Porém, 
comparando-se os grupos tratamentos, só houve diferença significativa (p<0,05) nos 
tempos 24 e 48 horas. Isso pode ser observado nas figuras 3 e 4.  
  
  
  
FIGURA 3- Valor médio da motilidade total(MT) dos grupos controle (GC), tratamento glicina  
gema leite (TGG) e grupo tratamento pos centrifugação e adição de novo diluente (TDD) mantidos a 
5°c por  120 horas.  
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  Figua 4 - Valor médio da motilidade progressiva dos grupos controle (GC), tratamento glicina gema 
leite (TGG) e grupo tratamento pôs centrifugação e adição de novo diluente (TDD) mantidos a  
5°c por 120 horas  
  
Na avaliação da membrana espermática através do teste hiposmótico (teste Host), 
não houve diferença estatística entre os grupos, em qualquer período analisado 
(p>0,05).  
Nos grupos TGG e TDD, a centrifugação e ressuspensão de novo diluente não 
afetou a porcentagem de espermatozoides com acrossomo intacto (p<0,05). Porém, 
após 120 horas, os resultados do GC apresentaram-se significativamente maior  
(p>0,005) do que no grupo TGG. (tabela 1).  
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TABELA  1.  MÉDIA ± DESVIO PADRÃO DO TESTE DE INTEGRIDADE DE 
MEMBRANA (%) DURANTE A CENTRIFUGAÇÃO DIARIA E RESUSPENSÃO DO DIL 
UENTE NO SÊMEN OVINO REFRIGERADO NOS GRUPOS (GC), (TGG) E (TDD) 
POR 120 HORAS A 5°C.  
 
 0h  24h  48h  72h  96h  120h  p-valor  
HOST  entre  
Média DP  Média DP  Média DP  Média DP  Média DP  Média DP tempos  
 
GC  75,60a 3,21 73,80b 2,95 72,20c 3,11 70,80d 2,86 69,00e 3,61 67,00f 3,67 <0,001  
TDD  .  .  73,60a 3,13 71,80b 3,27 70,58c 2,89 68,20d 3,03 66,00e 2,35 0,001 
TGG  
p-valor  
76,40a 1,95 74,60b 2,61 73,10c 2,41 71,20d 1,92 69,00e 2,35 67,30f 2,73 <0,001  
  
entre  0,655   0,410   0,524   0,952   0,873   0,600   
grupos  
 
Diferentes letras correspondem a diferenças significativas (p<0,05) entre tempos.  
TGG: Tratamento Glicina Gema Leite centrifugação e ressuspensão de diluente avaliada cada 24 
horas.  
TDD: Tratamento após ressuspensão imediata do diluente  
GC: Grupo Controle: Centrifugado não trocado diluente avaliada cada 24 horas.  
Quanto ao consumo de frutose pelos espermatozoides não foi observado 
diferença significativa (p<0,05) entre os grupos nos períodos de tempos de 0, 72 e 96 
horas. Porem nos tempos 24 e 120 horas, o grupo TGG apresentou consumo de 
frutose significativamente maior do que o GC (p=0,016) (Tabela 2).   
TABELA  2. MÉDIA ± DESVIO PADRÃO DO CONSUMO DE FRUTOSE (MG/ML-1) 
NO SÊMEN OVINO REFRIGERADO DURANTE A TROCA DIÁRIA DE DILUENTE 
NOS MOMENTOS 0, 24, 48, 72, 96 E 120 HORAS, A 5°C.  
0h  
FRUTOSE  
 24h   48h   72h   96h   120h   p-valor 
entre  
 Média  DP  Média  DP  Média  DP  Média  DP  Média  DP  Média  DP  tempos  
GC  11,56a  1,44  11,65a  1,41  11,43a  2,36  14,35a  3,20  12,97a  1,67  11,36a  3,00  0,702  
TGG  11,64a  1,74  14,91b  2,23  16,69b  1,96  18,53b  2,84  16,58b  3,00  19,00b  2,85  0,014  
p-valor 
entre 
grupos  0,969    0,032    0,016    0,095    0,095    0,016    
  
Diferentes letras correspondem a diferenças significativas entre tempos.  
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TGG: Tratamento Glicina Gema Leite centrifugação e ressuspensão de diluente avaliada cada 24 
horas.  
TDD: Tratamento após ressuspensão imediata do diluente  
GC: Grupo Controle: Centrifugado não trocado diluente avaliada cada 24 horas.  
  
Quando se analisou o vigor espermático, foi observado que no GC esse 
parâmetro reduziu significativamente (p<0,05), quando comparado ao grupo TDD, a 
partir do período de 48. Quando comparado ao grupo TGG, esse parâmetro 
apresentou-se   também mais elevado (p>0,005) a partir de 72 horas (figura 5).  
   
  
FIGURA 4– Valores de vigor (1-5) durante a centrifugação e troca do diluente por 120 horas  
à temperatura de 5°C.  
Em relação à concentração espermática não foram encontrados 
diferença significativa entre os grupos, nos períodos de tempos analisados 
(p>0,05), com exceção do período de 96horas. Nesse período foi observado 
diferença significativa entre os grupos (p=0,015), sendo que no grupo TGG os 
resultados foram significativamente maiores, quanto ao número de 
espermatozoides viáveis na amostra comparado ao GC (p=0,008) e TDD 
(p=0,032) (tabela 3).  
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TABELA  3. MÉDIA ± DESVIO PADRÃO DOS ESPERMATOZOIDES VIAVEIS 
DURANTE CENTRIFUGAÇÃO E RESSUSPENSÃO COM DILUENTE FRESCO DOS 
GRUPOS CONTROLE (GC), TRATAMENTO GLICINA GEMA LEITE (TGG) E 
GRUPO TRATAMENTO POS CENTRIFUGAÇÃO E ADIÇÃO DE NOVO DILUENTE 
(TDD)  
MANTIDOS A 5°C POR  120 HORAS.  
SPZ  
viáveis  
24h  
Média  
DP  
48h  
Média  
DP  
72h  
Média  
DP  
96h  
Média  
DP  
120h  
Média  
DP  
p-valor 
entre 
tempos  
GC  700640b  18193  538644b  171608  39868c  123489  216690d  17467  151514d  32995  <0,001  
TDD  70064a  65928  2371480a  4060674  448500b  72236  302663c  57214  195840d  41309  0,001  
TGG  63126b  12657  492981c  124812  403420c  68981  289900d  52218  184300e  34540  <0,001  
Diferentes letras correspondem a diferenças significativas (p<0,05) entre tempos.  
  
  
  
A avaliação das transaminases (AST/ALT), demostrou que a concentração da 
enzima AST no grupo GC foi significativamente maior (p>0,05), em todos os períodos 
analisados, sob refrigeração a 5°C, quando comparado ao grupo TGG. Porém, a 
enzima ALT não demostrou diferencia significativamente entre os grupos, em 
quaisquer períodos de tempos avaliados (p>0,05).  
  
Já a enzima LDH demostrou valores   significativamente   menores (p<0,05) no 
grupo TGG em todos os momentos 24, 48 ,72, 96 e 120 (p=0,008) quando foi 
comparado com o GC (tabela4).  
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TABELA  4. MÉDIA ± DESVIO PADRÃO DAS ENZIMAS AST (UI), ALT (UI), LDH (UI) 
DURANTE A CENTRIFUGAÇÃO DIÁRIA E RESSUSPENSÃO COM O DILUEMTE 
EM SÊMEN OVINO NOS GRUPOS CONTROLE (GC), TRATAMENTO GLICINA 
GEMA LEITE (TGG) E GRUPO TRATAMENTO POS CENTRIFUGAÇÃO E ADIÇÃO 
DE NOVO DILUENTE (TDD) MANTIDOS A 5°C POR  120 HORAS.  
 
               
          
     AST  ALT  LDH  
  GC  555,02cb±4911cb 8,37±2,40ª  887,90±112,85ª  
G0  TGG  398,7±228,06abd  6,54±4,51ª  662,12±373,46ab  
  
G24  
  
GC  
  
512,66±196,12c  
  
8,54±3,08ª  
  
1577,44±205,39bc  
  TGG  175,02±106,44de  16,70±8,24ª  720,74±387,0a  
  
G48  
  
GC  
  
437,36±137,75c  
  
7,18±3,44ª  
  
1575,74±205,25b  
  TGG  109,42±35,61cd  10,84±6,68ª  553,46±261,37ª  
  
G72  
  
GC  
  
373,84±104,13b  
  
6,74±3,33ª  
  
1537,82±191,35c  
  TGG  58,84±23,99be  16,12±8,17ª  230,50±94,45bc  
  
G96  
  
GC  
  
344,68±131,65ab  
  
8,14±4,99ª  
  
1585,76±253,65c  
  TGG  43,98±22,55ab  21,58±14,39ª 358,06±461,50ac  
    
G120 GC  
  
315,30±104,23a  
    
9,94±5,38ª  1590,66±211,19c 
  TGG 28,30±11,89a  25,92±22,49ª 119,08±54,71b  
              
Diferentes letras correspondem a diferenças significativas (p<0,05) entre tempos.  
  
A perda espermática apresentou diferença significativa no grupo TGG em todos 
os momentos avaliados (p=0,03). Sendo que no período de tempo  96 horas a perda 
espermática foi significativamente menor do que nos períodos de  24 horas (p=0,03) 
e 48 horas (p=0,03) (figura 6).  
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FIGURA 5.  Perda de espermatozoides durante a centrifugação e ressuspensão do novo  
diluente a 5°C, durante 24, 48, 72, 96 e 120 horas.  
  
Quanto as lesões de acrossomo analisadas, verificou-se que após 120 horas, houve 
diferença significativa entre grupos (p=0,019), sendo que o GC apresentou resultados 
significativamente maiores do que o grupo TGG (p=0,008). Não observou-se diferença 
significativa entre o GC e o grupo TDD (p=0,05), e nem entre os grupos tratamentos 
(p=0,31) (tabela 5).  
TABELA  5. MÉDIA ± DESVIO PADRÃO DE LESÕES DE ACROSSOMO DURANTE 
A CENTRIFUGAÇÃO DIÁRIA E RESSUSPENSÃO COM O DILUENTE EM SÊMEN 
OVINO NOS GRUPOS CONTROLE (GC), TRATAMENTO GLICINA GEMA LEITE 
(TGG) E GRUPO TRATAMENTO POS CENTRIFUGAÇÃO E ADIÇÃO DE NOVO 
DILUENTE (TDD) MANTIDOS A 5°C POR  120 HORAS.  
Lesões de 
acrossomo  
0h 
Média  DP  
24h
Média  
  
DP  
48h
Média  
  
DP  
72h
Média  
  
DP  
96h
Média  
  
DP  
120 
Média  
h  
DP  
p-valor 
entre 
tempos  
GC  1,60a  0,55  2,80a  0,84  5,40b  1,52  9,20c  1,64  12,60d  1,14  16,40c  2,07  <0,001  
TDD  .  .  2,40a  0,55  4,40b  0,89  7,80c  0,84  10,80d  1,30  13,20e  1,79  <0,001  
TGG  1,60a  0,55  2,60a  0,55  5,20b  1,64  8,40c  2,30  10,60d  2,30  11,60d  2,07  <0,001  
p-valor entre 
grupos  1,00    0,679    0,519    0,320    0,148    0,019    
 
Diferentes letras correspondem a diferenças significativas (p<0,05) entre tempos.  
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6.4  DISCUSSÃO  
  
A troca diária de diluente no sêmen refrigerado já foi descrita em várias espécies 
(Vestegen et al., 2005; Foste et al., 2011; Love et al., 2012). Entretanto, não foram 
realizados trabalhos demostrando sus efeitos na viabilidade dos espermatozoides na 
espécie ovina, como realizados nesse estudo.  
Em ovinos a redução dos efeitos negativos da refrigeração podem ser alcançados 
quando é adicionado o diluente correto e armazenado a temperaturas adequadas 
(Aisen et al., 2000; Ruiz et al., 2015). Porém seu uso é limitado apenas para um 
período de 24 a 48 horas (Bersgtein-Galan et al. 2016). Almejando aumentar esse 
período de manutenção da viabilidade espermática do sêmen refrigerado, realizou-se 
a centrifugação e a troca diária do diluente, tornando-se possível prolongar a 
viabilidade espermática por um período de 120 hora, confirmado assim nossa hipótese 
principal.  
 Esses resultados são condizentes com o encontrados nosso trabalho piloto 
também realizado na espécie ovina (Busato et al., 2017), e também no trabalho 
realizado em asininos e por (Miro et al.,2009). Não entanto diferem dos encontrados 
por Bury et al. (2017), que demonstrou que a centrifugação e ressuspensão de diluente 
diariamente afetou negativamente os parâmetros espermáticos dos espermatozoides 
de suínos selvagens.    
Os parâmetros mais afetados durante a refrigeração são a MP e a integridade 
acrossomal (Câmara e Guerra, 2011). Neste estudo, a integridade de acrossomo 
decaiu a partir de 48 horas após refrigeração nos três grupos analisados, sendo maior 
no grupo GC. Porém observou-se pouca diferença entre os grupos tratamentos (TGG 
e TDD), o que demostra que a centrifugação do sêmen não ocasiono danos 
significativos aos espermatozoides. Estes resultados estão de acordo com o trabalho 
realizado por Love et al. (2012), que demostrou que a centrifugação não ocasionou 
danos (p<0,05) ao acrossomo durante 96 horas.   
A motilidade é um bom indicador para avaliar os critérios de fertilização no sêmen, 
e fornece informações valiosas sobre do comportamento dos espermatozoides em 
condições adversas (Bouchard et al.,1990). A MT neste estudo após 120 horas de 
armazenamento foi mantida até o valor mínimo aceitável. Isso provavelmente foi 
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possível devido ao fornecimento de novos substratos aos espermatozoides e a 
eliminação de substrato antigo, reduzindo a produção de ROS.   
A MP foi inferior nos três tratamentos no intervalo de 0 a 72 horas de 
armazenamento. Em trabalho realizado na espécie equina, observou-se resultados 
parecidos quanto a perda de motilidade espermática quando se submete o sêmen 
refrigerado ao processo de centrifugação, ultrapassando além do tempo de 
armazenamento, o que acarreta a redução da MP (Riccio et al.,2016).  
Em total a perda de MP nesse estudo no periodo total de 120 horas foi de 70 % 
grupo GC, 52% para o grupo TGG e de 47% para o grupo TDD, comprovando que a 
adição de diluente novo foi benéfica para manter um maior número de 
espermatozoides móveis na amostra.  Porém resultados encontrados em javalis, 
diferem com os encontrados neste estudo, uma vez que o GC apresentou melhores 
parâmetros de MP em relação aos grupos que foram submetidos a centrifugação e 
adicionado novo extensor ao sêmen (Bury et al.,2017). Isso pode ser atribuído ao 
estrese que sofrem os espermatozoides de javali na sua membrana plasmática 
durante o processo de centrifugação (Alvarez et al.,1993) ou devido ao diluente 
adicionado ser libre de plasma seminal e antioxidantes (Bury et al.,2017).  
A adição de nova gema de ovo, e também o efeito protetor da frutose, reduzem 
os efeitos negativos ocasionados pela refrigeração (Salomon & Maxwell, 2000; 
Verstegen et al., 2005). Nesse estudo, o consumo de frutose pelo grupo TGG foi 
significativamente maior do que no GC (p=0,016), nas primeiras 24 horas e após 120 
horas. Isso demonstra que o diluente adicionado no grupo TGG proporcionou uma 
fonte adequada de açúcares para os espermatozoides manterem sua atividade 
metabólica durante o período de armazenamento.  
Estes resultados são compatíveis com os encontrados por Verstegen et al. (2005), 
que demonstraram maior consumo de açucares pelos espermatozoides nas primeiras 
24 horas, promovendo aumento da taxa metabólica de essas células espermáticas. 
Ainda, Riau et al. (2001), também demonstraram, na espécie canina, um maior 
aumento do consumo da frutose após a troca de diluente.  
Esse fator pode ser confirmado também com o aumento do vigor observado 
durante o estudo, que aumentou consideravelmente após a centrifugação e adição do 
diluente. Quanto maior a quantidade de açúcares disponíveis maior será o consumo 
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destes pelos espermatozoides e consequentemente, maior o vigor de movimentação 
de essas células.   
Verstegen et al. (2005) relataram que a adição de novo meio extensor proporciona 
aos espermatozoides uma nova fonte de açúcar e proteínas presentes na gema de 
ovo, além de remover os componentes do plasma seminal e de fornecer uma 
homeostase dos metabólitos encontrados no meio (Padilla e Foote, 1991).  Isso foi 
demonstrado por Cardoso et. (2010) e Busato et al. (2017), que obtiveram reduções 
no vigor no grupo controle após 24 horas de refrigeração, e aumento no vigor em todos 
os momentos após a troca de diluente, assim observou-se nesse estudo.  
Estudos em equinos mencionam que prolongar a longevidade dos  
espermatozoides através da troca de diluente é uma alternativa confiável, podendose 
utilizá-lo por até 96 horas (Love et al.,2012). Na espécie canina, sua utilização foi 
descrita por até 27 dias, entretanto as melhores taxas de fertilidade foram até os 
primeiros 11 dias (Verstegem et al., 2005).   
Isso foi observado no nosso trabalho, no qual foi possível prolongar por 120 horas 
a longevidade dos espermatozoides ovinos com uma MP de 32% antes da troca e de 
37% após a troca do diluente. Isto foi possível uma vez que os espermatozoides com 
a membrana plasmática intacta são capazes de reativar a motilidade espermática 
(Kiser et al.,2014).  
A integridade estrutural e funcional da membrana espermática é crítica e 
fundamental para prolongar o sucesso dos espermatozoides no processo de 
fertilização (Bassiri et al., 2013). Nesse contexto, foi demostrado através do teste 
hispomotico, que a centrifugação não ocasiona danos a membrana espermática 
(grupo TGG), possivelmente decorrente da adição de gema de ovo fresca após a troca 
de diluente, que auxilia na proteção das membranas plasmáticas dos 
espermatozoides.  
Os parâmetros encontrados coincidem com os resultados apresentados por 
Busato et al. (2017), que mencionam que a porcentagem de danos ocorridos a célula 
espermática devido ao processo de centrifugação (também avaliado pelo HOST) não 
interfere com a motilidade ou vigor. Em nosso estudo a porcentagem de 
espermatozoides viáveis durante avaliação do teste de HOST decai 
consideravelmente nas 72 horas após armazenamento em todos os grupos.  
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Câmara e Guerra (2011), relataram que as alterações no momento da refrigeração 
danificam os canais proteicos e a permeabilidade da membrana dos espermatozoides, 
aumentando as perdas de várias enzimas no processo de congelação e reduzindo os 
índices de vigor e motilidade espermática.  
Nesse trabalho, observou-se que o GC apresentou concentração das enzimas 
AST e LDH significativamente maior (p>0,05) em relação ao grupo TGG durante os 
diferentes tempos de armazenamento. Quando os danos ocorrem na parte média da 
membrana plasmática é liberada a enzima AST, que é a principal enzima produtora 
de ATP mitocondrial, alterando a motilidade espermática (Colebrander et al.,1992).  
Estes achados corroboram com os resultados de Tejaswi et al. (2016), que 
correlacionou o aumento destas enzimas com lesões da membrana espermática no 
sêmen de ovino. Estes achados corroboram com os resultados de Tejaswi et al. (2016), 
que correlacionou o aumento destas enzimas com lesões da membrana espermática 
no sêmen de ovino refrigerado. Porém, em trabalhos desenvolvidos por Arifiantini e 
Purantara (2010) não foi encontrado diferença significativa na avaliação da enzima 
AST.   
Segundo Azawi et al. (1990), o aumento das transaminases (ALT/AST) no meio 
de armazenamento está correlacionado com a perda da motilidade. Porém, não foi 
observado alterações nas concentrações da enzima ALT neste experimento. Muradas 
et al. (2013) relataram que a enzima LDH é altamente correlacionada com a motilidade 
espermática e com o número de espermatozoides vivos na amostra. Porém, esse fator 
difere dos resultados encontrados nesse trabalho, uma vez que o GC apresentou 
menores valores de motilidade espermática e número de espermatozoides viáveis, e 
maiores concentrações da enzima quando comparado com os grupos tratamentos.   
 O aumento das enzimas AST e LDH no GC é possivelmente devido a presença 
do plasma seminal durante o período de 120 horas.  No entanto, no grupo TGG, que é 
submetido ao processo de centrifugação e ressuspensão, retira-se o plasma seminal, 
juntamente com os conteúdos prejudicais para a viabilidade espermática.  
Este é o primer trabalho detalhando o uso de enzimas como ferramentas para 
auxiliar na análise do sêmen, superior a um período de 24 horas no resfriamento do 
sêmen de ovinos. Tejaswi et al. (2016) utilizou várias enzimas para avaliação do 
sêmen ovino in natura e refrigerado, porém sua viabilidade foi limitada ao período de   
24 horas de armazenamento.  
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6.5  CONCLUSÃO  
    
É possível manter o potencial fertilizante de espermatozoides ovinos 
refrigerados a 5°C por um período de 120 horas, desde que seja realizada a troca do 
diluente diariamente.   
O processo de centrifugação e ressuspensão acarretam na melhora dos 
parâmetros espermáticos analisados.   
A perda de espermatozoides após a centrifugação e ressuspensão foi reduzida, 
não interferindo na concentração de espermatozoides viáveis no ejaculado.  
O consumo de frutose foi maior no grupo que se realizou a troca de diluente, 
demonstrando um maior aproveitamento desse substrato pelos espermatozoides.  
Foi observado que as enzimas AST e LDH estão presentes em maiores 
concentrações quando o sêmen não é submetido aos processos de centrifugação, 
ressuspensão e troca de diluente.  
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7  ANEXOS. 
ANEXO 1.- CERIFICADO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS  
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ   
SETOR DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS   
COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS   
   
CERTIFICADO  
 Certificamos que o protocolo número 079/2017, referente ao projeto  “Efeitos da troca 
diária de diluente sobre a longevidade do sêmen ovino refrigerado”, sob a 
responsabilidade de Romildo Romualdo Weiss – que envolve a produção, manutenção 
e/ou utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o 
homem), para fins de pesquisa científica ou ensino – encontra-se de acordo com os 
preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de Outubro, de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de julho 
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da  
Experimentação Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO  
DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS DA UNIVERSIDADE 
FEDERAL DO    PARANÁ - BRASIL, com grau 2 de invasividade, em reunião de 
04/09/2017.   
Vigência do projeto   Janeiro/2018 até Dezembro/2018   
Espécie/Linhagem   Ovis aries (ovino) / Dorper   
Número de animais   4   
Peso/Idade   50 kg / 2 a 4 anos   
Sexo   Macho   
Origem   Central Alamos de Genética em Palmeira, Paraná    
CERTIFICATE  
We certify that the protocol number 079/2017, regarding the project “Effect of daily 
extender exchange on the longevity of cooled ram semen” under Romildo Romualdo 
Weiss supervision – which includes the production, maintenance and/or utilization of 
animals from Chordata phylum, Vertebrata subphylum (except Humans), for scientific or 
teaching purposes – is in accordance with the precepts of Law nº 11.794, of 8 October, 
2008, of Decree nº 6.899, of 15 July, 2009, and with the edited rules from Conselho Nacional 
de Controle da Experimentação   
Animal (CONCEA), and it was approved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF 
THE  
AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ  
(Federal   
University of the State of Paraná, Brazil), with degree 2 of invasiveness, in session of 
09/04/2017. 
Duration of the project   January/2018 until December/2018   
Specie/Line   Ovis aries (ovine) / Dorper   
Number of animals   4   
Wheight/Age   50 kg / 2 to 4 years   
Sex   Male   
Origin   Alamos Genetics Central in Palmeira, Paraná   
Curitiba, 2 de setembro de 2017. 
                                 Chayane da Roch
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ANEXO 2. 
Formulação do diluidor glicina, 5% de gema de ovo e leite (GGL5%). (Rodello et 
al., 2011). 
 
COMPONENTE   VOLUME   
Fração I     
Solução A+B em partes iguais (mL)   75   
Gema de ovo (mL)   5   
Orvus Es Paste – OEP – Procter & Gambler (mL)   0,4   
Leite desnatado 11% - La Serenissima (mL)   15   
Água destilada (mL)   4,6   
Fração II     
Solução A+B em partes iguais (mL)   69   
Gema de ovo (mL)   5   
Orvus Es Paste – OEP (mL)   0,4   
Leite desnatado 11% (mL)   15   
Glicerol – Sigma, G2025 (mL)   10   
Solução A     
Glicina – Sigma, G7126   1,4g   
Citrato de Sódio – Sigma, S4641   2,97g   
Água destilada   100mL   
Solução B     
Frutose – Sigma, F3510   3g   
Amicacina   0,04g   
Água destilada   100mL   
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 ANEXO 3.  
  
  
 
  
Solução formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957) Solução estoque de NaCl   
   
   Na Cl       9,01g   
    Água destilada   500 mL   
   
Solução estoque tampão   
   
   Solução 1   
   Na2HPO4      21,68g   
   Água destilada   500 mL   
   
   Solução 2   
   KH2PO4      11,13g   
   Água destilada        500 mL   
      
Solução tampão final   
   
   Adicionar 200 mL da solução 1 em 80 mL da solução 2   
Solução formol-salina   
   Solução estoque de NaCl    150 mL   
   Solução estoque tampão    100 mL   
   Formaldeído 40%       62,5 mL   
   Água destilada         500 mL   
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ANEXO 4.  Fluxograma do experimento  
  
